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長因子 (EGF)(43)、血小板由来成長因子 (PDGF)(44，45)、Schwannoma-DerivedGrowth 
Factor (46)、インターロイキンー1(IL-1) (47)、IL-2(48)、endotherin (49)に、グリア細胞
に対する増殖活性が認められることが報告されている。さらに、グリア細胞に対する増
殖因子としては、他にウシ脳および脳下垂体由来GlialGrowth Factor (GGF) (50)、 ウ










































































類似するものはなく、 3種類の GAFは新規因子であることが明らかになった。 3種類
のGAFはラット初代培養グリア細胞に対して同程度の生物学的比活性を有しており、















チド 2(antisenseプライマー)は、 30kDaGAFの 14val-Pro-Phe-Giy-Asn-19valに対応す
る配列に EcoRIsiteを加えたもので、 5'-AAGAATTCAC(NG)T百CC(NG )AAIGC}IAC-3 ' 
の配列を持つo
PCRのプライマーとしてオリゴヌクレオチド 1および 2をそれぞれ260ng用いた。
反応には GeneAmpTM (Cetus)を 100μlの系で用いた。 PCRの鋳型にはヒト染色体 DNA
lμgを用い、 2.5UのTaqDNAポリメラーゼを用い、 94
0
C 1分、 500C 2分、 72
0
C 3分










の配列は、ヒトに対しては 5 '-AAGGGCTCAAGTGAAGAAATTGTC-3 '、ラットに対
しては 5 '-AAGGGCTCAAGTGAAGACACTGTC-3 ' とした。
オリゴヌクレオチドプローブを用いた場合は、 0.1% SDS、170μ g/mJ熱変性サケ精
子 DNAを含む 5x SSPE、5x Denhardt's溶液中で 55
0C一晩ノ¥イブリダイゼーションを
行い、 0.1% SDSを含む 5x SSC溶液で 60
0C 1時間フィノレターを洗った。 DN"Aフラグ
メントをプローブとして用いた場合は、 0.1% SDS、170μ g/ml熱変性サケ精子 DNA、50
%ホルムアルデヒドを含む 5x SSPE、5x Denhardt's溶液中で、 42
0C 一晩反応を行い、





COS7細胞を用いて DEAE-dextran法 (28)にて一過性の FGF-9遺伝子の発現を行っ
た。 6xl05個の COS7を60mmの組織培養用ディッシュ (FaLcon)に播種した。培地には、
10% NU -Serum (Collaborative Resea rch)を含む協のM(SIGMA)を用いた。翌日、 トランス
フェクションの 1時間前に培地を交換し、 pGAFl(63)とDEAE-dextran (終濃度 100μg/




Cで4時間培養した。さらに、 10% DMSOを含む PBSで2分間刺激






定した (23)0 ラット脳皮質由来アストロサイトは胎生17日目の SDラット (CharlesRiver) 
脳から単離し、 10%非働化ウシ胎児血清 (FCS、三菱化学)を含む Dulbecco'sModified 
Eagle's Medium (D乱1EM、Flow)で初代培養を行った (23)。ほとんどの細胞がタイプ 1ア
ストロサイトの形態を示していた。 ラット初代培養グリア細胞 (3x103cells/well)を、
100/0の FCSを含む DMEM培地で 96穴平底プレート (NUNC)に播種し、 2"""'3日培養
後、各ウェルから 75μiの培地を廃棄し 175μlのDMEMを添加した。 2"""'3日培養後、
各ウェルより 20μlの培地を廃棄し 1.25%FCSを含む D恥伍Mで希釈したサンプルを 20





対する反応性の弱い BALB/c3T3クローン A31-1-1細胞 (2x103cells/WCH)(66)を96穴平底
プレートに播種した。翌日培地を 05%FCSDMEMに置換し、 3日間培養した。さらに、
サンプルを添加して 2日間培養した。 18.5kBq/wel1の3H_チミジンを添加し、 6時間後
に細胞が取り込んだ放射活性を測定した。
ラット副腎褐色細胞腫由来 PC-12細胞に対する増殖活性は以下のようにして測定し
た。サンプルを 1%の非働化したウマ血清 (Flow)を含む RPMI1640培地 (Flow)にて希
釈し、 96穴平底マイクロプレートに 50μlずつ添加した。 ここに、細胞 (5x104ccHs/wd)
を加え、 2日間培養した。 18.5kBq/wel1の 3H_チミジンを添加し、 6時間後に細胞が取
り込んだ放射活性を測定した。
ラット初代培養平滑筋細胞に対する増殖活性は、以下のようにして測定した。ラッ
ト初代培養平滑筋細胞を 10%FCSを含む DMEM培地で 96穴平底マイクロプレートに
3000c els/ well播種し、翌日 0.5%FCSを含む DMEM培地に交換した。 2日間培養後、
各ワェルより 20μlの培地を廃棄し、 0.1% BSAを含む DMEM培地で希釈したサンプル




した (23)0HUVE細胞は Kan等の方法に従って単離し、 2.5%FCS、2ng/mJ FGF-2 (58) 
を含む GIT培地(日本製薬(株))にて維持した。 HUVE細胞 (2x 1 0
3 cel1s/wel1)を2.50/0 FC 
6 
Sを含む GIT培地で 96穴平底プレートに播種し、翌日サンプルを添加した。 3日間培
養後、培地を廃棄し、 PBSで希釈した 1mg加1の 3-(4，5-dimethy lthiazol-2-y 1)-2，5-dipheny 1 
tetrazoliu m bromide ~打T、 SIGMA) 溶液 100μi を添加して 4 時間培養した。 さらに100
μlの 100/0SOS、O.OlNHCl溶液を添加して一晩培養した後、 590nmの吸収を測定した。
ラット神経細胞に対する増殖活性は、以下のようにして測定した (23)。ラット 17日
目の胎児脳から神経細胞を単離し、 OMEM/F 12川2培地で 96穴平底プレートに播種し




ウサギ(JW、 14週令、 2.7'"'"'2.8kg) にフロイント完全アジュバント (Oifco) に~ 1 mgの
FGFθN末端ペプチド (FGF-9のN末端アミノ酸5番目から12番目)あるし¥は FGF-9
C末端ペプチド (FGF-9のC末端アミノ酸16残基識)を懸濁したものを皮下接種した。










て、 12.50/0ポリアクリルアミドゲ、ルで、 SDS-PAGEを行った。泳動された蛋白は 200/0 メ
タノールを含む SDS-PAGE泳動緩衝液系でニトロセルロース膜に乾式ブロッティング
装置(アト一社)を用いて転写した (0.2A、 4白山n)。ニトロセノレロース膜は、 150ml¥1NaCl、
0.05% Tween 20を含む 10mMTris-HCl (pH8.0) (TBST)で 5分間ずつ 2度洗浄し、 25%
Block-Ace (大日本製薬)を含むTBST中で 1時間ブロッキング、を行った。 TBSTで3回
洗浄後、 1% BSAを含むTBSTで 1000倍に希釈したウサギ抗 FGF-9N末端ペプチド抗
体 (FGF-9のN末端アミノ酸5番目から12番目を認識)あるいはウサギ抗 FGF-9C末
端ペプチド抗体 (FGF-9のC末端アミノ酸16残基を認識)を室温で2時間反応させた。
TBSTで3回洗浄後、 1% BSAを含む TBSTで 1000倍に希釈したアルカリフオスフア
ターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG(Pr omega)を室温で2時間反応させた。ニトロセルロー







pGAFlのインサー卜の全ての cDNAを含んでいる。 DHFR-CHO細胞は、 5% FCS 
Ham's F12培地 (Flow)で培養した。この細胞に、 pDGAFl10μgをリン酸カルシウム法
(132)でトランスフェクトした。 2日間増殖培地で培養した後、 96穴マイクロプレート
に35μg/mlプロリンを含む 5% FCS D恥伍M培地に置換し、以後この選択培地で培養し
た。細胞は 2'"'"'3日毎に培地を交換し、 3週間後、形成されたコロニーを24穴プレート
(Flow)に移した。さらに選択培地中のメトトレキセート (MTX、Sigma)濃度を段階的に
上昇させ、 M1χ耐性、 DHFR+CHO細胞を選択した。これらの細胞の倍養上清中の FGF




のFGF-9と同じ方法を用いた (23)0 CDG AF4細胞をローラーボトノレでセミコンブノレエ
ントに増殖させた後、 0.5%FCSを含む Ham'sF12IDMEM (1:1)培地に置換して、 2日後
に培養上清を集めた。 NaClをO.lMに、 phenylmethylsulfony 1 fluoride (PMSF)を 1mM
になるように添加し、へパリンセフアロース CL-6Bカラムにかけた。 2MNaCl、0.10/0 








N-glycanase ( peptide:N4 -[ N-acety1-s -glucosaminyl] asparagine amidase、Genzyme)、0.20/0






方、T7プロモーターを含むプラスミド pET3c(149)を 制限酵素 NdeIとBamHIで切
断して 38bpDNAを除去した後、前記の FGF-9cDNA 1.25kbp断片と、 FGF-9の4番目
のアミノ酸Leuの前に翻訳開始コドン (ATG)が入るように合成した DNA断片 (NdeI
8 
-KpnI)を挿入して、 T7プロモーターの支配下にN末端アミノ酸が 3個欠失した FGF-9
N3分子を発現させうる発現用プラスミド pETGAF1を構築した。また、プラスミド
pGAFlを制限酵素DraI-BamHIで切断し、 1.2kbのcDNA断片を単離したo 1つプロモー
ターを含むプラスミド pET3cを制限酵素 NdeIとBamHIで切断し、 38bpのDNAを除去
した後、前記の FGF-9cDNA 1.2kb断片と FGF-9の34番目のアミノ酸Serの前に翻訳開
始コドン (ATG)が入るように合成した DNA断片 (NdeI-DraI)を挿入して、 T7プロモー
ターの支配下にN末端アミノ酸が 33個欠失した FGF-9N33分子を発現させうる発現用
プラスミド pETGAF25を構築した。 pETGAF1あるいは pETGAF25を大腸菌 h仏1294
(DE3)jpLysS (150)に導入した。これらの菌を LB培地で培養して A6 00= 1 になった
時、 O.4mMのイソプロピルs-Dチオガラクシドを添加して rhFGF-9の産生を誘導し、
さらに 3時間培養した。菌体を集めて、氷冷下 2mMPMSF、1mMEDTA、1010μ g/ml
Lysozyme、0.3MNaClを含む 20mMTris-HCl (pH7.6)に懸濁し、ビーズ (MAHLKOERPER
MK-2GX (DR) 0.25-0.5mmゆ)を添加、撹狩によって菌体を破砕した (OOC、4分撹伴、






遠心した。 氷冷下、沈澱を 50mlの O.lMNaCl、0.1% CHAPSを含む 20mMTris-HCl 
(pH7.6)に溶解し、 0.15MNaCl、0.1% CHAPSを含む 2仇nMTris-HCl (pH7.6)で平衡化
した DEAE-Toyoperl650Sカラム(東ソー)にかけた。カラムは、 0.15MNaCl、0.10/0CHA 
PSを含む2白山1Tris-HCl (pH7.6)で洗浄した。 素通り画分をフィルター漉過して、 0.2
MNaClを含む 10mMTris-HCI (pH7.6)で平衡化したへパリンカラム (ShodexIIR-894) 
にかけた。 カラムを 0.2MNaClを含む 10rnMTris-HCl (pH7.6)で洗浄し、 0.2Mから 2M
のNaCl濃度勾配で溶出した。
2.実験成績
1 )ヒト GAFcDNAのクロー ニング
精製された GAF蛋白のN末端ア ミノ酸配列をもとに作成したオリゴヌク レオチド
1およびオリゴヌクレオチド 2を用いて、ヒト染色体ゲノ ムDNAを鋳型としてPCR
を行った。アミノ酸配列よ り予想される 63bpの反応産物を M13ベク ターにサブクロー
ニングしてシークエンスを行ったところ、この塩基配列は 30kDaGAFのN末端アミノ
酸配列に対応していた。決定した配列は、 5'-GG ATCCGTGGGGAACTATTTCGGGGTG 
CAGGATGCGGTCCCCTTCGGCAACGTGTGAATTC-3' であった。この直己夢リをもとに
して 2本のオリゴヌクレオチドプローブ 5 '-TGGGGAACTATITCGGGGTGCAGGATG 
∞G-3' および 5 ' -ACGTIGCCGAAGGGGACCGCATCCTGCACC-3 ' を合成した。
これをプローブとしてヒト包皮細胞 cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、









pGAF1の構造解析を行った (Fig.l)o cDNAは 1493bpからなり、 5'側および 3'非
翻訳領域、ポリ A鎖と 624bpにおよぶコード領域が存在し、 208アミノ酸からなる蛋白
をコードしていた。このコード領域の最初の ATGコドンの上流 147bpに同じ読み取り
枠で終止コドンが存在することから この ATGコドンから翻訳が開始されると考えら




C-G1の培養上清から精製されたGAF蛋白には分子量の異なる 3種類の分子種 (30ゆ a、
29kDa、25kDa)が存在する (23)。これら 3種類の蛋白のN末端倶IJアミノ酸配列は、すべ
て得られた cDNAのコードする配列に含まれていた。また、 GAFのアミノ酸配列中には
N結合型の糖鎖付加部位 (79 Asn-Gly-η1f)がーカ所存在していた。これは、天然の GAF

















HGL 1 WLl“1.5 L LEPGwPAAGPCA~l 向 RDAGCRGGVYEH
MSGPGTAAVALLPAVLLALLAPWAGRGGAAAPTAPNGTLEAELERR凶ESLVA LS LAR LPVAAQP KEAAVQSGAGDY 
HSLSFLLLLFFSHLILSAWAHGEKRLAPKGQPGPAATDRNPRGSSSRQSSSSA門SSSSASSSPAASLGSQGSGLEQSSF
ma 19qk 1 (it MSRGAGRLQGTLWALVFLG 1 LVGHVVPSPAGTRANNTLLDSRGWGTLLSRSRAGLAGE IAGVNWESGY 
刊HK凶ILTWILPTLLYRSCFHIICLVGTISLACNDMTPEQMATNVNCSSPERHTRSYDYM
r-+ 30kda rー.29kda 228 
Tτて:;TGCTCCAλλAGCCGAGTCCTCTGATGGCTCCQTTAGGτちAAGTTGGGAACTATTTCGG~TGCAGGATGCGGT
M A P 匹 IG E V G N Y F G ~ 10 D A V 
，..25kda 304 
ACCGτ可可、GGGAATGτて:;CCCGTG'I寸GCCGGTGGACAGCCCGGTτ可可、Gτマ刈 GTGACCACCTGGGTCAGTCCGAAGCA
P F G N V P V L P V D S P V L L IS ID， H L G 0 S E A 
380 
GGGGGGCTCCCCAGGGGACCCGCAGTCACGGACTTGGATCATτ寸、AAAGGGGATTCTCAGGCGGAGGCAGCTATACT






1 L E F 1 S 1 A V G L V S 1 R G V D S G L Y L G M 
608 
AA'IちAGAAGGGGGAGCτ'GTATGGATCAGλAAAACTAACCCAAGAG'IロTGTATTCAGAGAACAGTTCGAAGAAAACT
N E K G E L Y G S E K L T 0 E C V F R E 0 F E E N W 
784 
GGTATAATACGTACTCGTCAAACCTATATAAGCACGTGGACACTGGAAGGCGATACTATGTTGCATTAAATAAAGA 
Y N T Y S S N L Y K H V D T G R R Y Y V A L N K D 
860 
TGGGACCCCGAGAGAAGGGACTAGGACTAAACGGCACCAGAAATTCACACATTTTTTACCTAGACCAG'IロGACCCC
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Fig. 2 Alignment of amino acid sequences of FGF・9and other members of the FGF family. Amino acid sequences of the human FGF 


















F砲.1 cDNA structure and deduced amino acid sequence of 
human FGF・9.The nucleotide sequence of pGAFl cDNA and 
deduced amino acid sequence are shown. Tbe amino acid sequence 
is described with a one-letter code. N-terminal sequences of purified 
GAF protein are indicated by arrows， and the boxed sequence NGT 
is the canonical N-type glycosylation site. A.工AAAis a polyade-
nylatioD signal sequence， and the ~TITATIT~sequenceisthought 
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Fig. 4 Detection of FGF・9in COS cells after cDNA transfec-
tion. COS cells were transfected with pGAF1， and mitogenic 
activity against glial cel in culture supernatant (A) and cel lysate 
(B) was measured. Samples w巴reserially fivefold diluted and were 
added to 1/10 volume of the assay mixture. A， no DNA; 0， 2μg of 
pGAF1;・， 10μgof pGAFL The culture supernatant and celllysate 
of DNA-transfected COS cells were applied to a heparin-Sepharose 
CL・6Bcolumn， and fractions eJuted with 2 M NaCJ were analyzed 
by SDS-polyacryJamide gel electrophoresis. (C) FGF・9protein was 
detected by Western blotting using anti-FGF・9C-terminal peptide 
antibody. Lanes: 1 and 3， culture supematant of mock transfected 
and pGAF1-transfected cells， respectively; 2 and 4， cel lysate of 
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Fig. 5 . Purification of FGF・9produced in CDGAF4 cells. (A) Reverse-phase HPLC of heparin HPLC eluate; the final step of purification. 
Heparin HPLC-eluted fractions were applied to a Vydac C4 column (0.46 by 25 cm; Vydac)， and proteins were eluted with a gradient of 
acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid (0.8 mVmin泊action).The efiuent was monitored for A280' The fractions were collected in tubes 
containing 20μ1 of 5% (wt/vol) CHAPS and 1∞ぃ1of 0.5 M HEPES (N-2・hydro巧rethylpiperazine-N'-2-etbanesulfonic acid) (pH 7.2). 
Acetonitrile in the fractions was removed by a Speed Vac Concentrator (model 290; Savant). The volume of each fraction was then adjusted 
to 0.5 ml witb distilJed water. (B) Gel electrophoresis pattern of eluted fractions. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of (~ach fraction (3 
μりuponreverse-phase HPLC was carried out with a 12.5% polyacrylamide gel under reducing conditions. Proteins were stained by a 
silver-staining method. Lane M， low-molecular-size-marker proteins (Bio-Rad Laboratories) (bovine serum albumin， 66.2 kDa; ovalbumin， 
45 kDa; carbonic anhydrase， 31kDa; soybean tηrpsin inhibitor， 21.5 kDa; lyso勾引le，14.4 kDa; 50 ng each); lanes 1 through 12 are fractions 
58，59， 60， 61， 62， 63， 64， 65， 66， 67， 68， and 69， respectively. (C) N-glycanase treatment of the purified proteins. Samples were treated with 
N-glycanase as described in the text. The digested proteins were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and detected by 
Western blotting using anti-FGF-9 N-terminal peptide antibody. Lanes 1 and 3， 30-and 27・kDaproteins without treatment; lanes 2 and 4， 30 
and the 27・kDaproteins with N-glycanase treatment. 
15 
4) CHO細胞が産生する組換え蛋白の精製
FGF-9 cDNAとハムスターの DHFRcDNAを発現するプラスミド pDGAF1を構築し






ラフィ 、ー ベパリン HPLCカラムクロマトグラフィ一、 RP-HPLCカラムクロマトグラ
フィーを用いて、 CDGAF4細胞の培養上清から FGF-9をSDS-PAGE上で単一なバンド
を与えるまで精製した。 最終ステップの逆相 HPLCカラムの溶出パターンと溶出物
のSDS-PAGEのハターンを Fig.5に示した。 CDGAF4細胞が産生する FGF-9は21kDa、








び25kDaであった (23)。このうち 30ゆ aと25ゆ aを構成するポリペプチ ドを大腸菌で発
現、生産させ、その産物の精製を行った。
大腸菌のわ プロモーターの支配下にN末端から 3アミノ酸を欠く分子種 (FGF-9 
N3)および 33アミノ酸を欠く分子種 (FGF-9N33)を発現させうる発現用プラスミ ド
pETGAFlおよびpETGAF25をそれぞれ構築し、これらのプラスミドを大腸菌MM294
(DE3)/pLysSに導入した。得られた pETGAFlを含む大腸菌株を培養し、 破砕後、大腸菌
粗抽出液の 20-700/0 硫安沈澱画分を DEAE-Toyopear1650Sにかけたところ、 rhFGF-9N3 
はほとんどが素通り画分に存在した。この素通り画分をヘパリンカラムにかけたところ、
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Fig. 6 Purification of FGF・9N3pr叫uωdin E.∞li. (A) Heparin HPLC of DEAE-toyopearl 6.50S eluate ~ the 
final step ，of purification. DEAE-toyo戸arl650S elu旬dfractions we陀 appliedto a heparin HPLC column， and 
proteins were eluted with the gradient of NaCI. The effluent was monitored for A280. The fractions were 
coll民民din tubes containing 20μ1 of 5% (wtJvol) CHAPS and 1∞μ1 ofO.5 M HE児 S(pH 7.2). (B) Gel 
electrophoresis pa悦 rnof eluted fractions. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of each fraction (3μ1) 
upon heparin HPLC was caπied out 12.5% polyacry加nidegel under reducing conditions. Proteins were 
stained by silver-staining method. Lane M， low-molecular-size-maker proteins (Bio-Rad Laboraω口es)(bovine
serum alb山nin，66.2kDa ; ovalbumin， 45kDa ; carbonic anhydrase， 31kDa; soybean tηrpsin inhibitor， 21.5kDa ~
lysozyme， 14.4kDa ; 50ng each). 
Fig.7Effect of FGFs on sevemi types of cells.A，mt pnm訂yglial cells ; B， BALB/c 3T3 fibroblasts ; C， 




精製された rhFGF-9 N3および rhFGF・9N33を用いて種々の細胞株に対する FGF-9
の生物活性を検討し、 rFGF-l(57)あるいは rFGF-2(58)の作用と比較した (Fig.7)0FG F 
・9は、ラット初代指養グリア細胞、マウス BALB/c線維芽細胞に対しては、 0.1ng/rnl以
上の濃度で 3H_チミジンの取り込みを促進させた(前者は 12.5ng/ml、後者は 6.25ng/ml 
以上の濃度でフラトーに達した)。ラット副腎褐色細胞腫由来PC-12細胞株に対して
は、 0.6ng/ml以上の濃度で 3H_チミジンの取り込みを促進させた (160ng/ml以上の濃度
でプラトーに達した)。ラット初代培養血管平滑筋細胞に対しては、 0.4ng/mlから1.25
μダmlまで、の濃度範囲で、濃度依存的に 3H-チミジンの取り込みを促進させた。 これら
の活性はいずれも rhFGF-9N33の方が rhFGF-9N3よりも約 3倍強かった。しかし、ヒ
トさい帯由来血管内皮細胞 (HUVE)に対しては、細胞増殖促進活性は認められなかった。
7) ラット FGF-9cDNA のクローニングと構造解析











NMC-Glの培養上清から精製された GAF蛋白には分子量の異なる 3種類の分子種 (30k
Da、 29kDa、25kDa)が存在する (23)。これら 3種類の蛋白のN末端側アミノ酸配列がす
べて得られた cDNAのコードする配列に含まれていたことから (23)、これら 3種類の G
AF蛋白は 1つの遺伝子から転写翻訳された後、分解されてできたものであることが示
唆される。精製された 30kDaの分子量を衿つ GAFはcDNA上の配列では4番目の Leu
より始まっており、その分子量は 23.1ゆ aと計算された。糖鎖の分子量を加えても精製
標品の SDS-PAGEによる見積値 30kDaよりも小さいが、これは、 GAF蛋白の高次構造
のために実際よりも泳動上遅い移動度を示したことによるものと考えられる。構造解析
の結果、 GAFはFGFファミリーの新しいメンバーで、あることが示唆され、 FGF-9と命
名した。現在までに 13種類の FGFファミリー (FGF-l(2)、FGF-2(3バ)、 FGF-3(5，6)、
19 
FGF-4 (7-10)、FGF-5(11)、FGF-6(12，13)、FGF-7(14，15)、 FGF-8(16)、 FGF-I0(17，18)、





れなかった。 この点で、 FGF-9はFGF-lや FGF-2(2-4)と似ていた。 FGF-9はNMC-G
1の培養上清から単離、精製され因子であることから分泌蛍白と考えられる。精製され














天然の FGF-9(23)と30kDaの組換え FGF-9はSDS-PAGE上で同じ移動度を示し、 30k
Daの組換え FGF-9をN-glycanase処理したところ 27ゆ a蛋白と同じ位置に泳動された。
これらのことから、 30kDaと27kDaの蛋白の分子量の違いは糖鎖の付加の有無によるも
のであり、 CHO細胞から分泌された 30kDaの蛋白には天然の FGF-9と同じ大きさの糖
鎖 (3kDa)が付加していることが推察される (Fig.5)。なお、 21kDa蛋白は33番目のLeu
から始まっており、 FGF-9が分泌された後に蛋自分解を受けて生じたものと思われる。




















の方が rhFGF-9N3よりも強かった。このことから、 FGF-9のN末端 33アミノ酸配列中
には活性部位は存在しないこと、むしろN末端側が活性を阻害している可能性も考えら
れる。また、 FGF-9はヒトさい帯由来血管内皮細胞の増殖を促進させなかった。 これ













似していた。また、ヒト FGF-9とマウス FGF-9は塩基配列レベルでは 920/0、アミノ酸






1.精製された 3種類の GAF蛋白質のN末端アミノ酸配列をもとに GAFをコード
























定法に従って免疫を行った (59)0B ALB/cマウス(雌、 8週令、 SLC) にフロイント
完全アジュバント (Difco)に 10μgの rhFGF-9N33を懸濁したものを皮下接種した。以
後3週間間隔で3回フロイント不完全アジュバント (Difco)に 10μgのrhFGF-9N33を




(Iscove培地と HamF-12培地を 1: 1に混合した培地、 Flow) に浮遊させ、 45%ポリ
エチレングリコーノレ 6000を用いて、マウスミエローマ細胞 P3U1と融合させた (60)。
融合比は、牌細胞5に対してミエローマ細胞 1の割合とした。融合後、 96穴細胞培養用
プレート (NUNC、Denmark)に牌細胞 5x1 05cells/wellの濃度で播種し、 20%FCSを含む
IH培地で 24時間培養した。その後、 HAT培地 (O.lmMヒポキサンチン、 0.4μMアミ






IH培地で培養した。 8-10週令の BALB/cマウス(雌)に、 ミ不ラルオイノレ(Aldrich)





0.05M炭酸ー重炭酸緩衝液 (pH9.6)を用いて 10μglmlに調製した rhFGF-9NJ3溶液
を、 96穴イムノプレート (NUNC)に 100μ lJwellずつ分注して、 40Cで一晩吸着させた。
rhFGF-9 N33を除去後、 PBSで洗浄し、 25% Block-Ace (大日本製薬)および 0.01%チ
メロザーノレ (Sigma)を含む PBS(Flow)を200μνwell加えて 40Cで一晩放置した。この
溶液を除去後、 PBSで洗浄し、ハイブリドーマ培養上清を 100μljwell加えて室温で 2
時間反応させた。プレートを 0.05%Tween 20 (Bio-Rad)を含む PBS(TPBS)で洗浄後、
2次抗体として HRP標識ヤギ抗マウス IgG抗体 (Cappel)を 10%)Block -Aceを含む PBS
で 1/1000に希釈したものを 100μ lJwell加え、室温で 2時間反応させた。再び TPBSで
洗浄して未結合の 2次抗体を除去した後、ペルオキシダーゼ基質 (Sigma)を加えて室温
で 20---40分開発色させ、 490nmの吸光度を測定した (60)。
4) ウエスタンブロット解析




させた後、免疫複合体をProtBrotWestem Blot AP Starter Systemにて検出した。
5)抗 FGF-9モノクローナル抗体の中和活性の検討
抗体の中和活性は、 FGF-9によるマウス BALB/c3T3 A31-1-1繊維芽細胞の DNA合
成促進作用に対する抑制を 3H_チミジンの取り込みを指標として測定した (62)00.5% 
FCSを含む DMEM(Flow)に浮遊させた 2x103個の A31細胞を 96穴マイクロプレートに
播種して 3日間培養した。ここに rhFGF-9N3あるいは rhFGF-9N33と種々の濃度に希
釈したモノクロ一ナノレ抗体を添加して一晩培養した。ヘパリンの影響を検討する実験
では、ここに 20μglmlのヘパリンを添加した。各穴に 37kBqの3H_チミジン(Amersham)





精製した MoAb13-3 (10μ g!ml) 100μljwellをイムノプレートに加え、 40Cで一晩
吸着させた。 PBSで洗浄後、 25%Block-Aceおよび 0.01%チメロザールを含む PBSを
200μ lJwell加え、 40Cで一晩ブロッキングを行った。 PBSで洗浄し、 10%Block-Aceを
含む PBSで希釈したサンプルあるいは rhFGF-9N33を 100μljwell加えて室温で 2時
間反応させた。ヘパリンの影響を検討する実験では、 1--100μ g/mlのへパリンおよび
10% Block-Aceを含む PBSでrhFGF-9N33を希釈した。プレートを TPBSで洗浄後、







American Type Culture Collection (A TCC)より購入した。ヒトグリオーマ細胞株 NMC-G1、
ヒト胃ガン細胞株AZ-521、ヒト肺ガン細胞株A549は 100/0FCSを含むD恥伍M培地にて
培養した。ヒト細胞株Hela-S3、ヒト結腸ガン細胞株WiDr、ヒト肺ガン細胞株 CADO
-LC3および CaLu-1、ヒト白血病細胞株 J-111、ヒトザルコーマ細胞株 HOSおよびMG
-63、ヒトメラノーマ細胞株 G-361、ヒトグリオブラストーマ T98G、ヒトepl出erial-凶ce
amnion WISHは、 10%FCSを含む恥1EM培地 (Flow)で培養した。 ヒト pleuraleffushion 
leukemia U937、ヒトバーキットリンフォーマ RPMI-1778およびNC-37は、 100/0FCSを
含む RPMI1640培地 (Flow)で培養した。
8)細胞培養上清の調製










かった。 MoAb150-59は rhFGF-9N3による BALB/c3T3細胞増殖反応も同等に阻害し、
MoAb150-59は FGF-9に対する中和抗体であることが明らかになった。 MoAb150-59は
FGF-9の活性をほぼ等モノレで、抑制した。さらに、 MoAb150-59の FGF-1、FGF-2および
















した。 抗体のサブクラスは、 MoAb150-59とMoAb40-2Qが IgG1、MoAb13-3が IgG2b、
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Fig.9 Neu住alizingactivity of MAbs against FGFs. (A) RhFGF-9 N33 (2 ng/ml) was added to the culture with MAb 150・59
(closed circles)， MAb 13-3 (solid triangles)， MAb 40-20 (solid squares)， MAb 4-82 (open triangles)， ornormal mouse 19G (open 
circles)， and the mitogenic effects were measured by [3H]thymidine incorporation. MAb 150・59neutralized the mitogenic effects 
of rhFGF-9 N33. (B) RhFGF-9 N33 (2 ng/ml， solid circles)， rhFGF・9N3 (2 ng/ml， open circles)， rhFGF・1(1 ng/ml， solid trian-
gles)，出FGF-2(0.1 ng/ml， solid squares)， or FGF-4 (0.2 ng/ml， open squares) was added to the culture with MAb 150-59 and 
the mitogenic effects were measured. Data are averages of three experiments. MAb 150-59 did not neutralize the growth stimu-
lation caused by巾FGF-l，rhFGF-2， and FGF-4. 
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Fig. 8 Cross-陀activityof antibodies agむnstrhFGF-l and 
rhFGF・2.SDS-PAGE of rhFGF・9N33， rhFGF-l， or汁1FGF-2
(1∞ng each) was carried out with 15% polyacryl創nidegel un-
der reducing conditions. These proteins we陀 reactedwith 
MAbs after汀ansferto a mtI1∞ellulose membrane. Lanes 1 and 
4，巾FGF・9N33; lanes 2 and 5， rhFGF-l; lanes 3 and 6，けlFGF・
2; Lanes 1， 2， and 3， MAb 13・3;lanes 4， 5， and 6， MAb 40-
20; lane M， molecular marker (50 ng each). 
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Fig. 11 Typical standard curves of the sandwich EIA for 
FGF-9. Serially diluted rhFGF-9 N33 solution was measured 
by sandwich EIA. 
10000 1000 




Fi岳 12 Specificity of the sandwich EIA. Serially diluted 
rhFGF-9 N33 (open circles)， rhFGF-l (closed circles)， or 
rhFGF-2 (open triangles) solution was assayed by the sandwich 

















Fig. 10 Effect of白eneutralizing activity of MoAb 
150・59against FGF-9 N33. RhFGF値9N33 (2nglml) 
wasadded ωthe culture wi也MoAb15仏59(.)，MoAb 
15仏59with 20ug/ml heparin (0)， norma1 mouse IgG 
(A)， ornormal mouse IgG with 20ug/ml heparin (ム)，
and the mitogenic effects were measured by [3H]-

















(Table 1)0 FGF-9の精製に用いた細胞株ヒトグリオーマ細胞株 NMC-Gl(23)と、ヒト
胃ガン細胞株 AZ-521細胞の培養上清中に高濃度の FGF-9が検出された(それぞれ、 460
pg加lおよび740pg/ml)0FGF-9は、 Table1に記載した他の細胞株の培養上清中には検出
できなかった (<30pg/ml)。
bα町NOREACfIVEFGF-9 IN V ARlOUS 
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Fig.13 Effect of出eheparin on the sandwich EIA for 
FGF・9. Serially diluted rhFGF-9 N33 solutions with 
1 ug/rnl heparin (+)， 10ug/rnl heparin (口)， 1∞ug/rnl 
heparin (ム)or none (0) were rneasur吋 bysandwich 





aEach ceU's conditioned mediurn wぉconαntra凶 10times and錨 sayω
in the sandwich EIA for FGF・9.Values rep問sentFGF・9concen汀ationin 
original conditioned medium. 
bNot detected (<30 pg/ml). 
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3.考察
rhFGF-9 N33を免疫原として、 FGF-9に対するモノクローナル抗体を産生する 4種
類のハイブリドーマを取得した。 これらが分泌するモノクローナル抗体はいずれも、
ELISA法において rhFGF-9N33とrhFGF-9N3の両方を認識した。ウエスタンブロット
法では、 MoAb150-59は FGF-9にわずかにしか反応しなかった。 ウエスタンブロット法












FGF-9に対する高感度 EIA系を構築した。 FGF-9は他の FGFと高い相向性を示す(第一
編、 63)ことから、構築した EIA系において他の FGFに対する交差反応性を調べておく
必要がある。 MoAb13-3はウエスタンブロット法では FGF-2とわずかに交差反応性を示






















を標識抗体として用いて、 FGF-9に対する高感度 EIA系を構築した(検出限界 3pg/ 
well )。























RN A extraction kit (Pharmacia)を用いて、 SDラット(CharlesRiver)の各臓器から RNA
を精製し、 oligodT column (Pharmacia)にかけて PolyA+RNAを得た。得られた PolyA+ 
RNA 10-20μgを1%アガロースゲ、ノレ(1.1 M forrnaldehyde、10mMリン酸緩衝液 (pH7.2))
で電気泳動した後、 2xSSC溶液でナイロンメンブレン (Biodyne)にブロッティングした。
ハイブリダイゼーションは、 0.1% SDS、170μ g/ml熱変性サケ精子 DNA、プローブ (F
GF-9 cDNAの全長、 2x109cpm/g、5x106cpm/ml)を含む 6x SSPE (1 x SSPC : 0.15M Na 
Cl、10mMNa phosphate buffer、1mM EDTA pH7.7)、5x Deぱ1ardt's溶液を用い 650Cで一
晩行い、 0.2x SSC、0.1% SDS溶液で 650C30分洗浄した。オートラジオグラムは、 X-A






ナイズした。 40Cで 15000叩m 3分間遠心した上清を、さらに 4000中mで60分間遠
心 (L8-70SW55T 1、Beckman)した上清を りンプルとして、第二編で構築した FGF-9測




ヒト NMC-G1から精製した polyA + RNAを用いて、ノザンブロット解析を行った
結果、 4.3kbのメジャーバンドと 3.4kbのマイナーバンドが検出された (Fig.14A)。
















Fig. 14 Analysis of FGF・9mRNA in a human glioma cellline and rat tissues. FGF・9transcripts were detected by Northern blot analysis. 
Poly(A)+ RNAs were prepared合omhuman glioma cellline NMC・G1(A)and rat tissues (B). mRNAs (20μg of NMC-G1 mRNA and 10μg 
of rat tissue mRNAs) were size fractionated and blotted onto a nylon membrane. Tissues used (lanes): 1， liver; 2， lung; 3， kidney; 4， spleen; 




ミノ酸が異なるだけであり、この部分は rhFGF-9N33には含まれない (63)。従って、 rh
FGF-9 N33を免疫原として作成したモノクローナル抗体を用いて構築された第二編で構
築した EIA系は、ラット FGF-9も認識すると考えられる。そこで、本 EIA系(123)を
用いて、 FGF-9の臓器分布を調べた。成熟ラットの大脳、小脳、肝臓、肺、心臓、腎臓、
牌臓、胃、胸腺、勝臓、小腸および大腸の抽出液中の FGF-9を測定したところ、小脳
にのみ検出され、 19の組織あたり 1.52ngのFGF-9と算出された (Table2)。
Table 2 lMMuNOREACTIVE FGP-9 IN RAT ORGANS 













'Severa1 organs of SD rat we陀 homogenizedin 20 mM Tris-
HCl pH 7.5 buffer (1 g tissue/lO ml) and印n智治19ed15，α泊
中mfor 30 min. Then supematants were centr泊19ed40，α泊中m
for ωmin. The supematants we児 assayedin the sandwich EIA 
for FGF-9. 








































ら精製された FGF-9は、 N末端の翻訳開始Metが欠けているだけであった(第一編、 63)。






素 BamHIで切断し、 IL-2cDNA領域を除去した後、前記の FGF-9cDN A 1.55kb断片を挿
入して、 MuLV-LTRプロモーターの支配下に動物細胞でヒ トFGF-9を発現させう る発
現用プラスミド pRGB12を構築した (Fig.15)。
大腸菌における FGF-9N33発現用プラスミド pETGAF25(第一編)を制限酵素 NdeI
で切断し、その末端を平滑化した。 そのぞ、BamHIリンカーを付け、さらに制限酵素
BamHlで十分に切断した後、1.2kbのcDNA断片を単離した。一方、動物細胞ベクタ-
pTB399 (30)を制限酵素 BamHIで切断し、 IL-2 cDNA領域を除去した後、前記の FG
F-9 cDNA 1.2kb断片を挿入して MuLV-LTRプロモーターの支配下に動物細胞で ヒトF











Fig.15 Schematic presentation of pRGB12 or pRGB25， the 
human FGF・9or FGF・9N33 expression vector. The MuL V 
LTR promotor segment is shown as shaded box. Human 
FGF-9 or FGF-9 N33 segment is shown as a black box. pBR322 
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第一編 1-3) に記載した方法で遺伝子の導入を実施した。 COS7細胞に、 10μgの
pRGB12、pRGB25-1あるいは pR-1をDEAE-de xtran I:去 (28)によってトランスフェク ト








第一編 1-5) に記載した方法で実施した。転写された蛋白は、ウサギ抗 FGF-9
血清 (1000倍希釈)、次いで、アルカリフォスファターゼ標識抗ウサギ IgG抗体 (7500
倍希釈、 Promega)と反応させた後、免疫複合体を、 ProtoBlot Western Blot AP Starter 
System (Promega)にて検出した。
.18.5 
Fig. 16 LocaJization of FGf. 9 afler lransfeclion 01' Ihe cDNA 10 
COS7 ceIJs. COS7 ceJJs (50切 conftuencein 60・mmdlshes) werc 
lransfecled with J 0μg of pRGB J 2， pRGB2ラ1，or pR 1 by the 
DEAE-dextran procedurc. After 3 days oftransfection， cuiture supema-
~anl~ and cel extracts wcre prepared The FGF-9 actlvlly was measllred 
by the stimulation of DNAぉynthesisin rat primary gJlal cls. (A) 
FGF・?__activity in clltlrc su[)crnatant. pRGB 1 i (opcn clrc1es)‘ 
pRGB25・1(closed circles)， pR 1 (opcn tnangles)ドGF・9aClivity wa~ 
delected in the culture supernat~川 l of pRGB 12 lranちfeclcdιeJ1s(B) 
FGF・9aCllvity inlhe ιelJ cxtract. pRGB 12 (open cm:les) rRGB25・l
(cJosed circles)， pR-J (opcn triangJes). FGF-9 -aclivilY was imnimal in 
the cel extract of pRGB 12 transfected celJs， and onjy a sJighlドGF-9
actlVlty wa~ detected in the ccl1じxtraclof pRGB25 1 transfected cclJs. 
(C) Western blot analysis. Culture superoatanls and the celJ cxtract 
were appJied to a 12 5o/c、 SDSpoJyacrylamide ge1. The proteins wじre
transferred to nitrocellllJosc mピrnbraneand wer巳delcctcdby rahbit anl 
FGF-9 antibody CeJI eXlract~ ， lane九13， and 5， culture '¥upじrnatants;
lancs 2， 4， and 6， pR 1， lanes 1 and 2， pRCis 12 lanじs5 and 6， 
prGB25・1;lanes 3 and 4. FGド-9w山 dctectedIn the clllture supcrnatanl 
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と考えられる。このことは、 FGF-9cDNAを導入した COS7細胞や CHO細胞の培養上清
中にラット初代倍養グリア細胞に対する増殖促進活性を有する FGF-9蛋白が検出された
ことからも確認された。 ところが、 FGF-9のアミノ酸配列の hydropathyp10t解析(144)
を行ったところ(Fig.3)、そのN末端側に疎水性アミノ酸からなるクラスターが存在せず、
典型的なシグナル配列は見いだ、せなかった(第一編、 63)0NMC-G1の培養上清から精製
された天然の FGF-9のうち 30kDaFGF-9は、 cDNAより得られた配列上で4番目の Leu
から始まっており、 N末端の 3アミノ酸だけが切断されて細胞外に分泌されていた (23)。
このことからも、 FGF-9は典型的な分泌シグ、ナル配列を持たないことが示唆される。ま
た、 FGF-9cDNAをCHO細胞に導入して作製した CDGAF4細胞が分泌した FGF-9は、










































FGF-9に対する 2種のモノ クローナル抗体、 MoAb150ろ9(lgG 1)および MoAb40
-20 (lgG 1)は第二編 1-2 )に記載した方法で作成した。
マウス IL-3の活性を抑制し、 GM-CSFや IL-6に対しては中和活性および交差性の
ないラット抗 mIL-3モノクローナル抗体 (MoAb)はGenzyme社より購入した。 mIL-6の










熟するためには、 r~核球コロニー刺激閃チ (Mcgakaryocyteco lony-Stim ulating F actor ; M K 
-CSF) が必要である (79)。さらに、~核球系細胞の成熟には、巨核球増幅因子
(Mcgakaryocyte Potcntiator ; MK-POT)が必要であるとされている (80)。近年、分子生物学
の進歩により種々のサイトカインが発見され、その多彩な生物活性が明らかにされてき
た。そして、 invitroにおいて IL-3とGM-CSFが MK-CSF様活性 (81)を有すること、ま
た、 IL-6(81，82)、IL-7(83)、 IL-ll (84，85)、エリスロボエチン (EPO; 82，86)、Leukemia















BALB/cマウス(雌、 6'"'-'8週令、 ChalesRi ver) の大腿骨より骨髄細胞を採取し、





cells/200μ1 )を Neutridoma-SP(Boehringer Mannheim)を含む IMDM培地に懸濁し、種々
の因子とともに、 96穴プレート (NUNC)に播種した。抗体の中和活性を検討する実験で
はrhFGF-9N3と共にウサギ抗FGF-9抗体、ラット抗 mIL-3MoAbあるいはラット抗
mIL-6 MoAbを添加した。 370Cで7日間培養後、 50/0グルタノレアルデ、ヒド(和光純薬)を
50μl添加し 2000中mで5分間遠心して細胞を固定した後、 O.lMリン酸緩衝液 (pH6.0)
で洗浄し、アセチルコリンエステラーゼ (AChE)染色を行った(11)。すなわち、ヨウ
化アセチルチオコリン (SIGMA)30mgをO.1M リン酸緩衝液 45mJに溶解後、 30rnM硫酸




ウサギ (JW、14週令、 2.7'"'-'2. 8kg) にフロイント完全アジュバント (Difco) に~ 1 mgの
rhFGF-9 N33を懸濁したものを皮下接種した。以後 2週間間隔で 3回フロイント不完全
アジュバント (Difco)に 1mgのrhFGF-9N33を懸濁したものを皮下接種した。最終免疫
4) FGF-9の投与
rhFGF-9 N3あるいは rhFGF-9N33は、 100μg/mlワシ血清アノレブミン (BSA、
Anner)を含有する生理食塩水(大塚製薬)で希釈し、 100μlを BALB/cマウス(雄、 7週
令、 1群 6匹)に皮下投与した。コントロールとして 100μ g/mlBSAを含有する生理
食塩水を投与した。実験系へのエンドトキシンの寄与を除外するため、全ての投与サン
プルはLirnulusamebocyte assay (0.5 endotoxin units/ml)によってエンドトキシンの混入
をチェックした。
5 )血小板数、赤血球数および白血球数の測定











7日間培養した後、巨核球系細胞を AChE染色した。その結果、 rhFGF-9N3および rhF
GF-9 N33の両分子に濃度依存的に巨核球系前駆細胞を増殖させる活性 (MF心CSF様活性)
が認められた (Fig.17)orhFGF-9 N3の活性は、 rhFGFθN33よりも約3倍強かった。し
かし、その活性は nnIL-3と比較すると rhFGF-9N3で約1/30、 rhFGF-9 N33で約1/100
であった。 さらに、 CHO細胞で発現、生産させた糖鎖が付加した全長の hFGF-9につ
いて (63)、 MK-CSF様活性を測定したところ、 rhFGF-9N3と同等の MK-CSF様活性が
あることを確認した(データ不載)。
このような MK-CSF様活性が他の既知の増殖因子にも認められるかどうかを検討し









rhFGF-9 N33を1日2回10日間皮下投与した BALB/cマウス(雌、 7週令、 1群6匹)
の、牌臓、胸腺、肝臓および腎臓を摘出し、 10%中性ホルマリン液で固定した。大腿
骨も摘出し Plank& Rychlo法に従って脱灰した。各組織は常法に従ってパラフィン包埋
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骨髄中の巨核球のプロイディ変化




正常ウサギ血清を用いた。 CATCH培地で洗浄後、 50倍に希釈した FITC標識ヤギ抗ウ
サギ IgG抗体(Cappel)にlx107cds/mlの濃度で懸濁し、 40Cで 30分間インキュベート
した。再び CATCH培地で洗浄後、 1% BSA、 0.10/0 NaN3. 50μダm1ヨウ化プロピディ
ウム (SIGMA)を含む 0.10/0 クエン酸ナトリウム溶液に lx107cells/miの濃度で懸濁して4
oCで2時間インキュベートした。さらに、リボヌクレアーゼA (SIGMA)を 50μg/m1に
なるように添加し、室温でさらに30分間インキュベートし、ナイロンメッシユ (#200)を
通した後、 FACScan (Bekton Dickinson)で解析した(112，113)。
8) 
50 10・200 500 1000 
s・mpleconcentraU開 (n91嗣 1)
Fig. 17 Megakaryocyte stimu1ating activity of FGF-9. Non-
adherent bone marrow cels (1 x 105) were cu1tured in a liquid 
印 lturesystem for 7 days and megakaryocyte numbers were 
counted as described in the text. The numbers of megakaryocytes 
increased in a dose dependent mannerη¥e squares indicate 
rhFGF-9 N33; the solid circles indicate rhFGF・9N3; and the open 
circles indicate rmIL~3 
10 20 0.5 1 0.2 FGF-9投与マウス骨髄細胞および牌臓細胞の液体培養
BALB/cマウス(雌、 7週令、 1群3匹)に rhFGF-9N33を皮下投与した。投与後 3、
6、8、10、13日目の動物の大B骨骨より骨髄細胞を採取しIMDM培地に懸濁した。また、
牌臓より牌臓細胞を採取して IMDM培地に懸濁した。各群の骨髄細胞および牌臓細胞
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された (Fig.19A)。また、 nuL-3の活性を 1000倍過剰量で抑制するラット抗m1L.-3MoAb 
はrhFGFθN3のMK-CSF活性を全く抑制しなかった (Fig.19B)。 これらのことから、
Fig. 18 Megakaryocyte stimulation activity of severそl
grow出factors.Nonadherent bone marrow cells (lxl0， 
were cultured with rhFGF-9 N3 (.)， EGF (0)， PDGF 
(ム)， NGF (口)， NT-3 (国)， or FGF-2 (A.) in a liquid 
culture system for 7 days and megakaryocyte numbers 




















は血小板数はそれぞれコントロール群の 2.2倍 (p<O.OOlで有意)および 2.3倍 (p<O.OOlで
有意)に達した。このとき、白血球数および赤血球数には変化が認められなかった (Fig.
21B，C)o rhFGF-9 N3のinvitroでの MK-CSF様活性は rhFGF-9N33よりも強かったが、
m VIVO でのこの 2分子種の血小板産生促進作用は殆ど同じであった (Fig.22)orhFGF-9 
N3は精製中にN末端側が分解され易く単一の標品が得られにくいことから、以下のm
VIVO実験には精製の簡便な rhFGF-9N33を用いることにした。







































Fig.20 Combination effects of FGF・9with孔・3or IL・60n
megakaryoC)ぺestimulation. Bone maηow cel1s (1 x 10:>) were 
cultured with FGF・9N3.(100 ng/m1)， mIL-36 (40 ng/ml)， mIL・6
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Fig. 21 Augmentation of periphera1 platelet counts follow-
ing FGF・9a釦由也仕ation.BALB/c mice (n -6/group) received 
subcutaneous injection of 2μg (solid circl白)， 10μg， (出angles)or 
50μg (squares) of rhFGF・9N33れ.vicedaily for 14 days. Control 
mice were given saline (open circles). Complete blood counts 
were done on days 0， 3， 5， 7， 10， 12， 14， 17， and 26. Mean values 
:t SO are shown. A: A significant increase in peripheral platelet 
counts is seen. B and C: No significant changes are seen in the 
nurnber of white and red blood cels. .， Pく 0.05;.， Pく 0.01，.・，
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Fig.23 Neu町alizationof the in vivo thrombopoietic activity 
of FGF・9N33 by MAbs. BALB/c mice (n =: 6/group) were 
given 50μg of rhFGF-9 N33 and 1 mg of恥υゅ15ι59(solid 
circles)， MAb 40-20 (solid squares)， ornormal mouse IgG (open 
circles) two tirnes daily for 2 days by sutx:utaneous injection. 
Control mice were given saline (open triangles). Platelet counts 
were done on days 0， 3， 6， 8， 10， 13，加d17. MAb 150-59 ab-
rogated the increase of platelet production by rhFGF-9 N33. 
..p < 0.01， using Dunnett's test. 
13 10 
Days 




Fig. 22 Augmentation of periphera1 platelet counts 
following FGF-9 administrョtion. BALB/c mi.ce 
(n=6/group) received sutx:utaneous i吋ectionof 50ug of 
rhFGF-9 N3 (.)， or出FGF-9N33 (企)twice daily for 
14 days. Control rnice were given sa1ine (0). The 
platelet count of untreated cootrol mouse were shown 
open出制gles. Peripheral platelet∞unts were done 00 
days 0， 4， 7， 9， 11， 14， and 17. Mean values土SDwere 
showo. RhFGF-9 N3 and rhFGF N33 iocreasedthe 
peripheral platelet counts. 















Fi.g.24 Miロ~scopic observation of the hematopoietic organs. BALB/c mice (n'"' 6/group) 
were given a subcutaneous injection of 50μg of rhFGF・9N33 twice daily for 10 days (B， D，町.Control mice were given saline. 
(A， C， E). Liver (A， 8)， spleen (C， D)， and bone maπoW (E， F)specimens were fixed， and sections were stained with H&E ( x 170 
magnification). A smal1 focus of extramedullary hematopoiesis (arrow) is seen in (B); a few megaka可ocytesare seen in (C); and a 
large number of megakaryocytes is seen in (D， F) 
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Balb'c ouce (lemale， 7・w舵 ks-old， 0:6) wぽegiven [・hFGF・9by daily 
subcu包配偶lSi吋舵tioofor 10 days. C佃 trolmice w目'egiven saline. T恥
forn副6佃 ofg町凶nalcenter in spl舵 ois exp陀~ed 魁 the followir唱 S∞陀s.
Sωres (0，1，2，3，4) indicate伽 t00， slight， m同 mod町政and.sevぽ echa略&
Table 4 

















Number of megakaryぽ ytes







BALB / c mke (fema1e， 7・weeks-old， n・o)were given rhFGF・9by daily lubcuta-
neo凶加jectionfor 10 days. Control mice we同 givensaline.ηle number of 
megakaryぽ ytes‘inthe femora1 bone marrow is expressed as the nurnber per山lit
area (332 120 ~J;) . 
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Fig. 27 Increase of megakaryocyte progenitors. BALB/c 
mice(n・3/group)we児 given50μg of rhFGF・9N33 three times 
daily for i days -by subcUtaneous injectio~ . ~t desi~at~~ ti，m~ 
points， bone maπow cels (甘iangles)and spleen ce~s (9r_c1es) ~ere collected and cultured with 10 ng/m1 of rmIL-3 for 7 days. 
The propo吋ionof megaka可ぽyteprogenitor cels increased 
markedly up to 1.5・foldin the bone maηow and 10-fold in the 
spleen eompared to controls on day 6 following rhFGF・9N33 
ad立unistration.

































































BALB/c凶健闘関原venan i号j凶 onof 50同 01rhFGF・9N9伽 ee回目ωy
for 2 days. After 6ゐys，1 x 105. bone marrowαlls and 1 x 10・spleencells were 
collected and cultured with 10 ng/ml mIL・3for 7 dayl. Cells we陀fi.xedand the 
numbers of megakaryぽ yteswe問 asse崎 edafter histochemical ataining Ior AcCho-
Eue. 
Valu伺 arethe mean全SO&Om three animals in each group. 
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Fi岳26 Changes in the ploidy d.istribution of megakaryo-
cytes after FGF・9administration. BALB/c mice (n ~ 3/group) 
were given 50μg of FGF・9N33 three times daily for 2 days by 
subcutaneous injection. Bone maηow cels were analyzed by 
two-color flow cytome廿y，a base line histogram being obtained 
on day 0 before treatrnent. The proportion of megakaryocytes of 
low ploidy is expressed as a percentage of the total nucleated cel 
population: 0.16% for controls; 0.25% for day 3; 0.32% for day 









Fig. 25 Platelet increase caused by single or Jual FGF-9 
administration. BALB/c mice (n = 6/group) received a single 
subcutaneous injection of 100μg of rhFGF・9N33 (squares). 
Additional groups of mice (n -6/group) were given 50μg uf 
rhFGF-9 N33 twice: at0 and 8 hr (solid circles) or 0 and 24 hr 
(出angles).Untreated controls (open circles). Platelet counts were 
measured on days 4，ア， 9， 11， 13 and 17. Mean values :t SD are 
shown. ， P <0.05; .， P < 0.01 
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3.考察
rhFGF-9 N33はN末端のちアミノ酸を欠失させた組換え FGF-9で、'l4Serより C末
までの 175アミノ酸から、 rhFGF-9N3はN末端の 3アミノ酸を欠失させた組換え FGF






比べて約 3倍高い比活性を示した。 FGFθ のN末端側の配列が invitroでの生物活性の
強弱に関与していることも考えられる。
MK-CSF様活性が他の既知の増殖因子にも認められるか否かを検討した。FGF-9が
MK-CSF様活性を示す濃度範囲 (1~10μg/ml) では、 EGF 、 PDGF、 NGF、 NT-3 およ

















FGF-lあるいは FGF-2に認められる invitroでの MK-CSF様活性は、 IL-6の誘導を介し
た間接的な作用である可能性が報告された(106)。 これと同じように、 FGF-9が invitro 
でIL-6産生を誘導して阻心CSF様活性を示した可能性は否定できない。しかしながら、
1 )液体培養系では IL-6のMK-CSF様活性は弱し、との報告があること (106)、 2)FGF 
-9で刺激した骨髄細胞の培養上清中に IL-6は検出されなかった (<15pg/m1)こと、 3) F 
GF-9によって IL-6が誘導されていたとしても (<15pg/ml)、この量だけでは MK-CSF様
活性を示すには不十分と思われること、 4)IL-1 sは IL-6産生を誘導するが、 invitro 



















































後 12日目あたりにピークとなることが予想される。事実、 FGF-9投与開始後 lO---12日
後に末梢血中の血小牧数が哨加した。区核球の分化の初期に作用するとされる IL-3の
血小板増加作用の発現は投与開始後 12---14日後で、血小板増加作用の発現が投与開始















与している可能性が報告された (106)。このことから、 FGF-9が FGFR-2~こ結合して巨
核球系細胞の増殖を促進したことも考えられる。また、巨核球に分化しうるヒト
leukeITUa細胞株 HELや CMKでFGF-6遺伝子が発現されているとしづ報告もある(12)0
FGF-6がFGFR-lや FGFR-2を介してオートクライン様に HELや CMKに作用し、自律
的増殖能を獲得したとすれば興味深い。
FGFファミリーメンバーが lnVIVOで血小板産生促進活性を示すという報告はこれ
までなかったが 本研究により FGF-9が 111¥1VO 血小板産性促進活性を有することが初



















FGF-2" FGF-3、FGF-4、FGF-5および FGF-6は、 PDGF、TGF-α 等の増殖因子と同様
にオンコジーンとしての性質を有していることが知られている。特に FGF-3、FGF-4、
FGF-5、FGF-6は元来オンコジーンとして分離されてきたものである (5，7-11，13，18-22)。
本研究では、 FGF-9cDNAをマウス BALB/c3T3 A31細胞に導入することによって FGF
-9がオンコジーンとしての性質を備えているかどうかを検討した。その結果、 FGF-9も
ガン原性を持つことが示唆された。ヒト胃ガン細胞株 AZ-521の応養ヒ清中に FGF-9が






うる発現用プラスミド pRGB25-1は、第三編第二章 1-1 )に記載した方法で構築した
(Fig.15)。動物細胞ベクター pTB399(30)を制限酵素 BamHIで切断して、 IL-2cDNA領域
を除去したプラスミド pR-1は、コントロールのプラスミドとして用いた。
MuLV-LTRプロモーターの支配下に、 IL-2のシグ、ナル配列をつないだ FGF-2前駆





大腸菌で産生させた rhFGF-9は、第一編 1-8) に記載した方法に従って調製した。
ウサギ抗 FGF-9中和抗体 (65)は、第三編第三章 1-1 )に記載した方法で作成し
た。ウエスタンブロット解析には抗血清をそのまま使用した。
FGF-9に対する 2種のモノクロ一ナノレ抗体、 MoAb150-59 (IgG 1)および MoAb40
・20(IgG 1)は第二編 1-2) に記載した方法で作成した。
3) BALB/c 3T3 A31↓ 1細胞への遺伝子の導入
マウス BALB/c313 A31-1-1細胞(A31細胞、 66)は 100/0 ウシ血清 (calfserum ; CS、
Flow)を含む IMEM培地(How)で培養した。A31細胞(lx105個)を ωmm組緒陪養用デ、イツ
シユ (Falcon)に播種し、翌日にリン酸カルシウム法(132)にて発現用ベクター pRGB12、

















0.50/0 Bacto-Agar (Difco)、10%FCSを含む DMEM培地を 35mm組織培養用デ、イツシュ
に 2mlずつ分注した。細胞はトリプシンで剥して、 0.3%B acto-ag紅、10%FCSを含む








各抗体は生理食塩水に溶解した。 BALB/cヌードマウス (nu/nu)(雌、 8週令、 Cha1es
River、1群 5匹)に、 invitroで培養した ATG5細胞 l.5x106個を皮下に接種し、 3日後
あるいは 11日後からそれぞれ5日間にわたって 200μg/mouse/dayの抗体を静脈内(i.v.) 
投与し、ガンの体積を経時的に測定した。コントロール群には正常マウス IgGを投与し
た。
別の実験では、 BALB/cヌー ド、マウス(雌、 8週令、 1群6匹)に、 invitroで培養し










1 )ヒト FGF-9発現プラスミドによる A31細胞のトランスフォーメーション
MuLV-LTRプロモーターの支配下にヒトFGF-9を発現する発現用プラスミド pRGB
12 (Fig.15)をトランスフェクトした細胞および MuLV-LTRプロモーターの支配下に IL




形成されたフォーカスの数は 5μ g/dishの cDNAをトランスフェクトしたときにプラ
トーに達した。 FGF-9のN末端側 33アミノ酸を欠失した FGF-9分子 (FGF-9N33、FGF






Table 6 FOCUS FORMATION BY BALB/c 3T3 A31 CEL凶 TRANSFECfED
WITH THE EXPRESSION PLAS恥flDFORFGF・9ANDFGF-2
' 
Fig. 29 Growth curves of lTansformed cells. Cells (2.5 x 1伊
cells per 35・mmdish) were plated in 2 ml of DMEM containing 5% 
CS. Cell numbers were counted at the indicated day， with a Coulter 
particle counter. ATG 1 (closed circles)， ATG2 (closed triangles)， ATG3 
(closed upside down lTiangles)， ATG4 (closed squares)， ATG5 (open 
squares)， A31 (open circle)， are shown. Each clone grew more rapidly 
than the parental A31 cells and their saturation densitles were 5 to 8 



















































Each plasmid DNA was inむoducedinto mouse BALB/c 3T3 clone 
A31 cells (1OS cells per 60-mm dish) by the caJcium phosphate 
co・precipitationpr∞edu問.百letransfected cel1s were cultured in 
D恥偲M supplemented with 5% CS for 4 weeks and then foci were 
counted after Giemsa staining. Each value is expressed as出emean of3 
ex.periments. pRGB 12 and pTB 1∞1 induced foci depending on the 
dose of transfected DNA. 
66 
a .‘ 
Fig.28 Morphology of FGF-9 lransformanls. ATG 1 tA， G、M).ATG2 (8， H， N)， ATGl tc' 1，0)， ATG4 (D，上町、ATG5(E， K.， Q) or A31 (F. L， R) was seeded in 35-mm dishes in 5句 CSDMEM wlth normal mouse IgG (10ドg/ml.G， H， 1. J， K， L)、 MAb150-59 (10ドg/ml;1¥1. N， 0， P， Q， 
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Fig. 30 Growth inhibition of tI.llstormed cells by MAb 150-59 
Cells (2 X 1 ()4cells per 35-mm dish) were plated in 2 ml of DMEM 
containing 5% CS wi山 10μg/mlof normal mouse IgG (open triangles)， 
MAb 150-59 (closed circles) or without antibody (open circles). A; 
A31， B; ATG3， C; ATG5. The growth of ATG3 and ATG5 was 











































































15 10 5 。
1000 
。'Cels (l X 1()5) we問 seededin a 35-mm tissue culture dish and cultured for 3 days in 2 ml of DMEM containing 59もCS.The medium w出 collectedto determine FGF・9activity.百lecells were比四戸d，w路hed
twice with PBS， suspended in PBS， and s~nicated for 90民c.After cen住ifugationfor 15 min， the 
supematant w幽邸sayedfor FGF・9activity...JCels we回 seededin duplicate at 2.5 X 10" cel1s per 35・mm.
tissueω加児 dishwi出2ml of D恥ffiMcontaining 59もCS.The cell number was∞m白devery 2 or:3 
days..JDMEM containing 10% FCS and 0.59もagarwere added ω35・mmtissue culture dish. Cells (1 X 1(4) we陀 suspendedin DMEM containing 109もFCSand 0.39もagar，and plated.百le田 werecultured 
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Fig.31 Anti-tumore百配tofMAb 150-59. ATG5 cells (1.5 x 1()6) 
were inoculated s.c. into a BALB/c nude mice on day O. Each antibody 
(2∞問/mouse/day)was injected into出emice i.v. daily for 5 days， 
startioi on day :3' (A) or' day 1 (B). Arrows: day~ of antibody 
administration;' open circles: untreated control group_; cl?sed. sq_ua~es ， 
control group given injections of normal mouse IgG; .clos_ed circles: 
凶 atedgroup given i町民tionsofMAb 150-59; c10sed凶angles:treated 
group given i吋ectionsofMAb 40-20. ATG5 tumor failed to form after 
the administration ofMAb 150-59. Oaya after transplantatlon 
6) NMC-G1および AZ-521の増殖に対する MoAb150-59の影響
種々のヒトガン細胞株について FGF-9の分泌の有無を調べた。ヒトグリオーマ細
胞株 NMC-Glとヒト胃ガン細胞株AZ-521が FGF-9を分泌していた(それぞれ 740pg/
mlおよび460pダml)(123、第二編 Tab1e1)。これらの細胞株が自らが分泌した FGFθ に
よってオートクラインで増殖しているのかどうかを検討するために、 MoAb150-59のこ
れらの細胞の増殖への影響を検討した。 NMC-Glの増殖はへパリンの共存の有無にかか
















ガンを形成しなかった。 ATG5細胞を接種して 3日後から 5日間 FGF-9に対する中和抗
体である MoAb150-59をl.V.投与したところ、ガンの形成が全く認められなかった (Fig.
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Fig.32 E町民tof MAb 150-59 on the grow出ofNMC-Gl佃 d
AZ-521 cels. NMC-G 1 (A) or AZ・521但)(2 X 1()4 cels) were plated 
on 24・wellcullure plate in DルaMcontaining 5% FCS. Cells were 
cultured wi出 MAb150-59 (triangles) or MAb 40・20(circles)， and 
with (20μglml， closed symbols) or without (open symbols) heparin. 
After 7 ~.ays ， cel numbers were counted with a Coulter particle 
counter. The proliferation of AZ・521was inhibited by the addition of 
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Fig.33 Anti-tumor effect of MAb 150-59 on AZ・521tumor 
grow出.Seven week-old， fema1e， BALB/c nude mice (n = 6) were 
each inoculated s.c. with 3 X 1()6 AZ-52 1 cels cultured in vitro. Each 
antibody (2∞トIg/mouse/day)was i吋ectedi.v. daily for 5 days starting 
on day 1， and again 川氏tedfor 5 days starting on day 18. Tumor size 
was measured with calipers on the day indicated on the abscissa 
Arrows: days of antibody administration; solid circles: treated group 
given i吋ectionsof MAb 150-59; solid squares: control group given 
non-irrunune mouse IgG. The growth of AZ・521加morwas retarded 
by the administration ofMAb 150-59. 
3. 考察
ヒト FGF-9を発現するプラスミド pRGB12をトランスフェクトしたマウス BALB
/c 3T3 A31細胞は、 トランスフェクションの 3日後から数日間にわたってほとんど全部
の細胞がガン化細胞様の形態変化を示した。 このような形態変化は、 FGF-9をA31細






























のガン細胞で検索した。FGF-9に対する EIA系を用いて種々 のガン細胞株からの FGF-9
の分泌について検討した結果、ヒト胃ガン細胞株 AZ-521が FGF-9を分泌していること























3. FGF-9の造血系への作用を invitroおよび lnVIVOで調べ、次のような結果を得
1) FGF-9が invitroで巨核球コロニー刺激因子 (MegakaryocyteColony引 imu
-lating Factor ; MK-CSF)様活性を持つことを見い出した。



























1 . GAF (Glia-Activatimg Factor)をコードする cDNAをクローン化した。得られたアミノ
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